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マ ウ ス お よ び と 卜 の リ ン パ 球 は C O n C a n a V alin A
(Co n A) で 前処理 する と , 種 々 の 免疫反応 に 対 し て
ル=再かⅦ に お い て サ プ レ ッ サ ー 機能 を発揮す る こ と
が 知 られ て い る . Co n A で 前処理 し た と ト リ ン パ 球
は , リ ン パ 球の マ イ ト ジ ュ ン
l卜 4や 抗原3)4厄 対 す る幼君
化反応 , さ ら に リ ン パ 球混合培養に お け る 反応
l 用 に抑
制的に 働 くの み な らず, pOkew e ed mitoge n(P W M)
に よ り誘導 さ れ る と 卜 B 細胞 の 免疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)
産生をも抑制す る こ とが 明 らか に さ れ て い る5 日 . しか
も , こ の よ う な Co n A に より 誘導 され る と ト リ ン パ 球
の サ ブ レ ッ サ ー 機能 は , T 細胞を 介 し て 伝達 さ れ る こ
とが 示さ れ て い る8)9). マ ウ ス T 細胞 に Co n A を添 加
し て 培養する と , そ の 培養上浦 は マ ウ ス 脾細胞 の 抗体
産生を著明 に 抑制する こ とが 報告 さ れ て い る
1 0)
. ヒ ト
にお い て も , 末梢 血リ ン パ 球 (P B L) お よ び脾細胞 を
Con A 存在下 で 培養する と , そ の 培 養上清が P W Mで
誘導 さ れ るIg 産生細胞 へ の 分化を 抑制 す る こ と が 観
察 さ れ て い る1 ‖l 引
Co nA に よ り誘導さ れ る サ ブ レ ッ サ ー 細 胞 が 全身
性 エ リ テ マ ト ー デ ス や そ の 他の 自己免疫疾患 に お い て
欠如 して お り , そ の こ とが そ れ らの 病態 と関係が深 い
と考え られ る に い た っ て い る
川 1 8)1 4)
. ま た , 加令 と共 に
Co n A に よ っ て 誘導 さ れ るサ プ レ ッ サ ー T 細胞機能
が著 し く低下する こ と が明 ら か に さ れ て い る
1 5)
. 以 上
の こ と は ,Co n A 誘導サ ブ レ ッ サ ー T 細胞 が正常 ヒ ト
免疫反応 に お け る ホ メ オ ス タ ー シ ス の 維持 に 1 つ の 役
割 を果 し て い る こ とを 示唆する .
ヒ ト 臍帯血 丁細胞を成人 P B Lに 添加 し て P W M存
在下で 培養す る と , P W Mで 誘導 さ れ る成人 B細胞 の
Recipr o c al C ha ngesin Sup press orActivity
Ig 産生細胞 へ の 分化が 強く 抑制さ れ る こ と は よ く 知
ら れ て い る
1 6),2 1)
.
M iya w aki ら
1 6)は そ の 抑制効果が月
令 と と もに 滅弱す る も , 1 才台ま で 見出さ れ る こ と を
明ら か に した . ま た , 臍帯血 丁 細胞の も つ B 細胞分化
抑制能 の 多く は臍帯血 丁細胞 より 分泌 さ れ る 透析性
液性抑制因子 に よ っ て 伝達 され る こ と , 因子の 産生に
は P W Mの 刺激が 必須 で あ る こ とが 示さ れ た2 2)2 3,. し
か し , 新生児 お よ び乳幼児期 丁細胞が , Co n A 刺激に
よ っ て サ ブ レ ッ サ ー 細胞 に 健康成人 と差 な く誘導さ れ
得 るの か ど う か は知 ら れ て い な い .
こ の 研究 で は , 各月令 の ′ト児の P BL を Co n A 存 在
下 で 培養 し て 得 た培養上清 を成人 P BLに 添加 , P W M
存在下 で 培養 し , 各 Co n A 刺激 リ ン パ 球培養上清 の も
つ 成人 B細胞分化抑制活性 を比較 す る こ と に よ り , 新
生児お よ び乳幼児期に お け る Co n A で 誘 導 さ れ る サ
ブ レ ッ サ ー 細 胞機能を評価 した . さ らに , Co n A 誘導
サ プ レ ッ サ ー 細胞機能 と P W M系 で 見出 さ れ る 新生
児 , 乳 児 丁 細胞の B細胞分化抑制能と を 比較検討する
意味で . 各月 令の P B L を P W M と と もに 培養 して 得 た
培養上清 の も つ 成人 B 細胞分化抑制活性 を検討 した .
対象お よ び方法
1. 対象
臍帯血 は聖霊病院産科 に 依頼 して 採取 し た . 新生児
は生後 2 日目か ら 7 日目 ま で , 静脈血 の 採血 は どリ ル
ビ ン 検査時 に 合 わせ て 行 っ た . 生後 1 ケ月 か ら 10才ま
で の 乳幼児 お よ び小児 の 静脈血 は , 小児科外来 を受診
し
■
た患児 か ら家族 の 承諾 の 上, 得 た . い ず れ も重症感
染症の 既往 な く , 免疫 抑制剤な ど の 薬剤 の 服用 し て い
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Con A J]よ び P W M刺激
ない 患児を 選 ん だ . 成 人末梢血は ,25～ 32才の 健康男
性より 採取 した . 採 血は い ず れ も ヘ パ リ ン 添加 に て 行
っ た .
2. リ ン パ 球 の 分離
ヘ パ リ ン 加仝血4容に , 5 %デ キ ス ト ラ ン を 含 む リ
ン酸緩衝液生理食塩水 ( 以下P B S)1容 を混合 し , 37
℃
, 30分間静置後 , 白血球に 富 む上宿 を得 た . 上清を
Boyu m
24) の 方法に 従 っ て Fic oll - ls opaqu e上 に 重
層し , 400× g ,4 ℃, 30分間遠心 し , 中間層 よ り リ ン パ
球を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 採取, P B Sで 3 回洗浄後 ,
RPM I1 640培地 ( GIB C O) に 再浮遊 し た . ト リ パ ン 青
に て 検査 し た生細胞率 は 98%以 上 で あ っ た .
3. T 細胞 の 分 離
丁 細胞 は , 未分画リ ン パ 球 を n e u r a minida s e処 理
ヒ ツ ジ 赤血球 ( 以下 N N S R BC)2 51 で E ロ ゼ ッ ト形成
後, Fic oll- Is opaqu e比重遠JL､を行 な い , pe11et に
集 っ た T 細胞 に 富む 分画と し て 分離 し た . N - S R B C
は
, 洗浄 し た S R B C ( 1× 09/mL)を Vibrio chole r ae
n eu r aminida s e(Behringw e rke , A . G .)10単位 /mL
に て , 37 ℃, 30分間処理 , P BSに て 3 回洗浄後 , 2 ×
1n
8/ln上に 調整 し使用 した . リ ン パ 球浮遊液(1 × 1 0 ソ
･nL) と N - S R BC(2 × 1 08/mL) を それ ぞれ 数本の 試
験管に 0.5mエず つ 分注 し , さ ら に ウ シ胎 児血清 (以下
FB S, 56℃ 30分間非働化後, 37℃ お よ び 4 ℃ に て
S R B Cで 吸 収) を 0.5m川口え , 200× g,5分間遠JL､ ,
その 後 60分間静置 した . 静置後, 静 か に Pe11et を ピ ペ
ッ テ ィ ン グ し , 3 ～ 4本の 試験管 を 1本 と し て Fic oll
- ls opaqu e上 に 重層 し , 400× g, 室温 20分間遠 心
した . 遠 心 後 , T 細胞 に 嵩む pellet に0.83 % N H4Cl
- ト リ ス緩衝液 を加え . 混入し て き た N - S R BC を完
全に溶血 さ せ た後 , P B Sに て 2 回洗浄 ,20 %F BS を含
む R P M I 1640培地 に 再浮遊 した .
こ の よ う に し て 得 ら れ た T 細胞分画は , 90 % 以上
( 90 ～ 96 %)が N-S R B C と Eロ ゼ ッ ト形 成2 6,を 行
な い . 蛍 光抗体法2 7一に て 算定 した細胞表面 Ig 陽性細胞
の 混入は 2 % 以下 , 非特異的 エ ス テ ラ ー ゼ 反 応2 8)に て
算定 し た単球 の 混入は 0.5 % 以下で あ っ た .
4. 培 養条件
細胞培養は , い ず れ も , Pe nicillin ( 200u/ mL),
ge nta micin( 10〟g/ mL), 20 %の 非働化済み F B S を含
む R P M I1 640培地 に て , 13× 1 00mmの プ ラ ス チ ッ ク
培養試験管(No .2027,Falc o n) 中で , 最終的 に 1 mLに
して 行な っ た . 培 養は炭酸ガ ス 培養恒温器中で ,37 ℃ ,
炭酸 ガ ス 濃度5 %下 で 行 っ た . す で に 成人の P B L を用
い た予備実験に お い て P W Mで 誘導さ れ る Ig 産 生細
胞数 は , P W M(GIBC O) 5FLL/ mL, 7 日間 培 養 で
789
m a xim u mと な る こ と を確か め て い るの で 2 9). 以下 の
実験 はい ず れ も こ の 条件下で 行 っ た .
5. 免疫グ ロ ブ フ ン産生細胞 の 検 出法
B細胞よ り P W Mで 誘導 され るIg産生細胞 の 検 出
は . Ke a rn ey ら
3 0)の 方法に 従 い , 蛍光抗体法で 細胞質
内Ig を染色す る こ と に よ り行 っ た . す な わ ち ,培養 後,
回収 され た生細胞数を算定, PB Sに て 2 回洗浄 . 細胞
を PB Sで 1 × 10
6 へ ノ 2 × 10
6/ 血に 調整 し, ス ラ イ ド グ
ラ ス上 に 塗沫 t 冷風下で 乾燥 し た . そ の 後, 5% 氷酢酸
加 工 ク ノ ー ル で - 20 ℃.20分間固定 し .P BSで ス ラ イ
ド グ ラ ス を十分洗浄後 , FIT C標識 一 家兎抗 ヒ トIg 血
清 (polyv alent.IgG,IgM ,IgA,Behringw erke 社 の
もの を P B Sで 20 倍に 希釈し て 使用)で 染色し た . 蛍光
顕微鏡■Fで 少 な く とも 500個 以上 の 細胞を観察 し , 細
胞質内Ig 陽性細胞の 百分率を算定 し た . Ig 産生細胞
数 は ,細胞質内Ig 陽性の 比率と回収さ れ た 生細胞数 よ
り 算出し て , 絶対数 と して 表わ し た .
6. Co m A に よ る リ ン パ 球幼若化反応
臍帯血. 1 ～ 3 才の 幼児 お よ び成人末梢血よ り 得 た
リ ン パ 球 は ,10 % F BS加 R P M I 1640培地に 5 × 105/
nLに 調整 し , ミ ク ロ ウ ェ ル (No .3042,Falc o n)に 0.2
mL ずつ 分注し , Co n A(10FLg/mL,D ifc o)を加 え た後 ,
炭酸 ガ ス 培養恒 温器中で 37 ℃ , 5 % CO2 下で 3 日間
培養 した . 培養終了24時間前 に , 各 ウ エ ル に 0.2〃Ci
の 3H - thy midin e を 加 え . s emi･ a utO m atic
m ultiple s a mple pre cipitato r に よ り 培 養細胞 を
W hatm an nろ 紙 に ha r v e st し た . Ha r v e st 後 の
W hatm a n nろ紙 は 一 昼夜室温 に 放置 して 乾燥 さ せ た
後, シ ン テ レ p シ ョ ン 液 (PPO 5g + P O POP l OOmg
/1ヱト ル エ ン)3山 に 溶解さ せ , 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー に て その 放射活性 を測定 した . 放射活性 は
CPIn で 表 わ L た.
了. Co n A 刺激 丁 細胞 の 作製
Co n A に よ り 刺激さ れ た防帯血お よ び 成人末梢血
丁細胞の B 細胞分化 に 及ぼ す 影響 は t 各 々 の T 細 胞
を 20% F B S加 R P M I 1640培地に 2 × 1 06/mLに 浮 遊
し
,
Co n A (10FLg/ mL) を加え て . 37 ℃,48時間培養
した 後, 細胞 を 回 収 し , 0.3 M m ethyl, a - D-
m a n n o side (Sigm a) に て 2 臥 培地 に て 1 回洗浄 し
て Co nA を 除去し た後 . 5 × 105 の 成人未分画リ ン パ
球 に 等量 添加, P W Mの 存在下で 混合培養 し, T 細胞 を
加え な い 成人 P B Lの み の 培養 より 出現 す るIg 産生細
胞数 を コ ン ト ロ ー ル と し て 評価 した .
8. Co n A 刺激リ ン パ 球培養上着の 作製
Co n A 刺激 リ ン パ 球培養上清の 作製 は Rich ら
1 0)
の 方法 を少 し改正 して 行 っ た . す な わ ち , 臍帯血 ,
790 久
各月令の 小児 お よび成人末梢血 よ り得 られ た リ ン パ 球
を 20 %F BS加 R P M I 1640培地 に 2 × 106/ mLに 調 整
し , Co n A の 存在下で t16× 125mmの プ ラ ス チ ッ ク培
養管(No .3033,Falc o n) 中に て ,5 % C O2 下で 37 ℃ ,
48時間培養し て 得 た . 表 1に 示 し た如く ､ 成人 P B L を
用 い た 予備実験 で は , 培養上宿の 最終希釈濃度 1:8 の
条件下 に お い て 10〃g/ 山 の Co n A が十分 な抑制活性
を示す最小量で あ る こ と が知 ら れ た の で , 以 下 の 実験
に お い て Co n A 濃度は す べ て 10〟g/ 舶 と し た. 又 , 表
2 に 示 し た如く ,3 H - thymidin eの 取り込 み を 指標
Table I, Sup press o r a ctivity o nP W M
･indu c edB
c ell diffe r entiationin c ultu re super n at nts of
adultlym Pho cytesinc ubated with v a rio u sdo s e s
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Do s es of ConA(JLg/ml)
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cell･fre e cultu r e supe r n at nts w erepr epa red by
in cubatio n ofadultP B L for48ho u rs with v ari･
o usdo s e s(0.1to 50〟g/ml)of Co nA ･ Eachs uper-
n atant w a s addedto a utologo u sP BL(1×106/ml)
at afin al dilutio n of l:8 withPWM .
b Ig-P Cper c ultu r e w a s c o unted inirn m u n O8u o re
･
s c enc e･Stain ed cyto c entrifuge pr epar atio n s.
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M e a n±S.D. cpm b
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保
と し た臍帯血, 幼児 お よ び成人 P B Lの Co n A に よ る
幼若化反応 は , 臍帯血82572± 13901,1 ～ 3才の 幼児
32300± 9578, 成人 P B L28319± 87 56cpm と , む し
ろ 成人 より も幼児お よ び臍帯血の 方 が 高 い 傾向 に あ
り ,1 0〟g/m⊥の Co n A は リン パ 球幼者化反応 を惹起す
る十分 な量 で あ る こ とが 知 られ た .
遠心 後得 られ た培養上清 は等量 の Sephade x G -
75 (P har m a cia Fin eC he micals) に て 4 ℃ , 1時間
の 吸 収 を 2 回線 り返 し た後 , 0.45/上m の ミ リ ポ ア フ ィ
ル タ ー に て 無 菌化し , 分注し て-20 ℃に 保存 し た , 対
照 上清 と し て は培養終了時に Co n A を添 加 し た も の
を 用 い た .
9. P W M刺激 リ ン パ 球 培葦上清の作製
P W M刺激 リ ン パ 球培養上浦の 作製 は , 臍帯血, 各月
令の 小児お よび 成人末梢血 より 得た リ ン パ 球 を 20 %
F B S加 R P M I 1640培地 に 3 × 106/ mLに 浮 遊 し ,
Naga oki らの 方法
2 2}
に 従 い PWM( 5FLt/mL)の 存在下
で , , 16 × 125 m m プ ラ ス チ ッ ク 培 養 管
(No .3033,Falc o n) 申に て , 5 % C O2下 , 37 ℃, 24時
間培養 し , 遠心､後 そ の 上清 を得 た . 対照上宿 と して は .
培養終了 時に P W M を添加 し て そ の 上清 を得 た .
10. 培養上 清の もつ B 細胞 分化抑制活性 の 評価
Co n A 刺激 リ ン パ 球培養上帝お よ び P W M刺激 リ
ン パ 球培養上浦 を 1 × 1 06 の 成 人未分画 リ ン パ 球 に ,
そ れ ぞ れ 最終希釈濃度1:8お よ び 1:2と な る よう に 添
加 し ,P W Mの 存在下で 7 日間培養 し , 対照上清を加え
た 場合 に 出現す るIg 産生細胞数を コ ン ト ロ ー ル と し
て 各上帝の B 細胞分化 に 及 ぼす 影響を評価 し た . Co n
A 刺激 リ ン パ 球 培養上清 に つ い て は 最 終希釈濃度
1:16 お よ び 1:32 に つ い て も検討 し た .P W Mで 誘導さ
れ る成人 B細胞 の Ig 産生細胞 へ の 分化 に 及 ぼ す各種
上浦 の 抑制度は 以下 の 式 で 算出し た .
抑制度 (% )
CO nA 刺激リンパ 球培養上酒あるしりまP W M刺激リン ハ 球
=(1一 難去悪望駕悪法警詣島驚農芸胞敷 )×100
成 績
一1. 臍帯血 お よ び 成人 末梢血 の Co n A 刺 激丁 細 胞
の も つ B 細胞分化 に 及 ぼ す 添加効果
5 × 1 05 の 成人未分画 リ ン パ 球に , Co nA で 刺激 ,
あ る い は未刺激の 臍帯血お よ び成人末梢血 丁 細胞 を
等量添加 し , P W M存在下で 7 日間培養 . 成人 P BL よ
り 出現す るIg 産生細胞数 に 及ば す T 細胞添加に よ る
影響を検討 した . Exp .1 お よ び Ex p .2 で は , そ れ ぞれ




Con A お よび P W M刺激
3に 示 した 如 く .Co nA 刺激 丁 細胞 で は臍帯血 お よ び
成人 丁細胞の 両者共に 著明な B細胞分化抑制効果 が
認め られ た . 一 方 , 非 Co nA 刺激 丁 細胞 に お い て は ,
成人 丁 細胞 に は こ の よ う な 抑制効果 は 認 め ら れ な い
が
.
臍帯血 丁 細胞に は Co nA で 刺激 し な い に も か か
わらず 著明 な抑制効果が認め られ た .
2. Co n A 刺激成人 リ ン パ 球培養上清 の も つ B 細胞
分 化 に 及ぼ す 抑制効果
図1A に 示す 如く , 成人 P B L を Co n A の 存 在下 で
48時間培養 して 得 られ た培養上清を適当な 濃度 に 希
釈して 培養 と同時 に 加え る と , P W Mに より 誘導 さ れ
る a utologo u sな成人 P B Lの Ig 産生細胞 へ の 分化 は
著明に 抑制 さ れ た . こ の Co n A 刺激リ ン パ 球培養上浦
の 最終希釈濃度 1:8 で の 抑制度 は約 80 %で あ っ た . 希
釈が 大と な る に つ れ , B 細胞分化に 対す る抑制度は 小
と な っ た , 又 , 希釈 が 1:8 あ る い はそ れ よ り 大で は回収
さ れた細胞 の ト リ パ ン 膏 に よ る生細胞数 は82 ～ 89 %

































細胞数が 40 % 以下 と著明な細胞障害性を認 め た . した
が っ て , こ の 研究 で は培養上清 は専 ら最終希釈濃度
1:8に て 行 っ た . 一 方 , 培養終了時 に Co n A を添加 し
た 対照上清 は成人 P B Lの Ig産生細胞 へ の 分化 に は ほ
と ん ど影響 を及 ぼさ なか っ た .
表4 に 示 し た如 く ,成人末梢血よ り得 た Co n A 刺激
リ ン パ 球培養上浦 の a utologou sな成人 P B Lの Ig 産
生細胞 へ の 分化 に 対 す る抑制活性は ,3 つ の 主なIg の
サ ブク ラ ス
, す な わ ちIgG,IgM お よ びIgA に お い て
全く 同じ よ う に 認 め ら れ , しか も alloge n eic な 成 人
P B L に対 し て も , 平 均 の 抑 制 度 が IgG 79.7 ±
11.4.IgM 75.1 ± 12.7,IgA 76.5± 17.1 と同じ よ う
な抑制活性 を認 め た .
3. Co n A 刺 激臍帯血 リ ン パ 球培養上清の B 細胞分
化 に対する効果
臍帯血に お い て Co n A で 誘導さ れ る抑制機能 を 明
らか に す る 為に , 臍帯血 リ ン パ 球を Co n A と共に 48
時間培養し て そ の 上清 を得 , 成人 PB Lに 種 々 の 濃度で
(B) Cord B10 0d
Final Dilution o† S岬?rnatant
Fig. 1. Effe ct of Co nA
-a Ctiv ated super n a nts(clo s ed cir cle)a nd c o ntr oI s upe rn at nts
(ope n cir cle)fro m adult or c ord blo od o nP W M･indu c ed B c elldiffer entiation . Con
A-a Ctiv ated s upe r n at nts w e re obtain ed byin c ubatingP B L fr o m adult or c o rd blo od
at a c o n c e ntr atio n of 2×106/m】 with Co n A(10//g/ml)for 48ho u rs. To pr epar e
c o ntr oI s uper n ata nts, Co n A w a s added at the e nd of in c ubatio nperiod. Supe rn a
-
ta nts fr o m adult a nd c o rd blo od w ere added fr e sh a utologo us or un related adult
P B L(1×108/ml), r e SpeCtiv ely, at V a rio u sdilutio nin the pre s e n c e of P W M. A fter
C ultu r ed for7 days, the n u mber of Ig-P Cpe r c ultu r e w a s c o u nted in im m u n ofluo r e
SC e n C e･ Stain ed cyto c e ntrifuge pr epa r atio n s, Res ults a r e e xpre s s ed a spe r ce ntage
Of c o ntr oI c ultu rewitho ut added s uper n at nts. Ea ch data point r epr e se nts the
m e a n± S Dof fiv e e xperim e nts.
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加 え て PW M の 存在下で 培養 し た . 成 人P B L よ り得 た
Con A 刺激 リ ン パ 球培養上清 の 著明な抑制活性 (図
1A)と は対照的 に , 臍帯血リ ン パ 球培養上帝 に は こ の
よ う な抑制活性 は はと ん ど認 め られ な か っ た( 図1B).
ま た . 臍帯血 リ ン パ 球 より 得た 対照上宿 に も P W Mで
誘導さ れ る B 細胞分化 に 対す る抑制 は 認 め ら れ な か
っ た .
4. Co m A 刺 激リ ン パ 球増車上溝 の も つ B 細胞分化
抑制活性 の 月令推移
各月令の 小児よ り得 た Co n A 刺 激リ ン パ 球 培養上
浦 に み ら れ る抑制活性 は , PW M で 誘導 さ れ る 成人
P B Lの Ig 産生細胞 へ の 分化 に 対す る抑制度 で 評価し
た . 得 られ た 各 々 の 培養上宿 は成人未分画 リ ン パ 球 に
最終濃度 1:8 と な る よう に 添加 し , P W Mの 存 在下で
培養 し た . 各試料上浦の 抑制度 は , 異 な る 2人の 成人
の 未分画 リ ン パ 球 を用 い て そ の 平均抑制度 で 示 し た.
TableIII. E ffe ctof Co nA-Stim ulated or u nstim ulatedT cellsfr o m adults aIld c o rd blo od
o nPW M-induced Bc ell differ e ntiatio na
Nu mbe r of Ig･P Cpe r c ulturex lO▼3 b



















a Equ alv olu m e ofadult o r c ord Tcells, Stimulated or u n stim ulated with Co nA(10JLg/ml)fo r
48 ho u rs, W e re addedto cultu re sqo ntaining un related adultP B L(5×10
5)･
ム Ig-P Cpe r c ultu re w a s c o unted in l m m u n Oflu ore sc n ce- Stain ed cyto c e ntrifuge pr epa r atio n s･
C Pe rce ntofc o ntr oIc ultu r e.
Table Ⅳ . T he s up pr es siv e effect of Co nA･a Ctiv ated s upe rn at ntsfr o m adults o nthe ge n eratio n of
Ig-PCin P W M･Stim ulated c ultu r es ofa utologo u s o r allogen eic adultP B L
Nu mbe r of Ig-P Cpe r c ultu r exlO
q3 b
Ig･P C Super n at nts a Exp▲ 1 Exp･ 2 Exp･ 3 Exp･ 4 Exp･5
D｡ ｡ ｡ r ,§塗警官一∫ざ竺9!
G
% Sup pr es sio nc
(M e a n±S.D.)
Contr oI
Co nA
Autologo u s M 誠忠
Co ntroI
Co nA
165 1 30 94
72(56)d 42 (69) 12(88)






62 2.19 (87) 3 (86)
45 21


















3 (91) 6 (74) 14 (87)
14 102 151
2 (86) 25(76) 17(89)
20 74 78




a Co ntrolof Co nA- a Ctiv ated super natantsfro m adults w e reprepa red a sdes c ribed in thelege nd of Figur el･
Super n at nts w e re addedto a utologo u s a s w ella s allogen eic adultP B L(1×10
6/ml)at aBn al dilutio n ofl:8
with P W M.
b Ig･P Cpe r c ultu re
.
w as c o u nted inim m u n o8u o r es c e n c e- Stain edcytoce ntrifugeprepar ation s･
C Pe rc e ntsup pre ssl O n W a S C alc ulated a sdescribedin Materklねa nd Methods.
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表5に 示す 如 く ,臍帯血 お よ び新生児 よ り得 た Co n A もの ( 平均抑制度81.7±8.9%) に比べ て 著 し く低値
刺激リ ン パ 球 培養上清 の 抑制度 は平均 で そ れ ぞ れ で あ っ た . Co n A 刺激 リ ン パ 球培養上清に み られ る こ
10.9 ± 8.3% お よ び9.4 ± 15.4 %で , 成人 よ り得 た の よう な抑制活性は年令 と共 に 次第に増強す る が . 1
Table V. Age･related cha nges ofs up pr es sor a ctivity o nPW M-indu c ed Bc ell
diffe re ntiatio nin Co nA-a Ctiv ated supern ata nts
a
Age ofdonor % Sup pre s sio nb P valu esc
Cord blo od (n = 1 0)
Ne wbo r n (n =1 0)
1 m onth (n = 7)
3 - 11 m o nths (n = 11)
1ye a r (n = 8)
2-3ye ars (n = 9)
4 - 10ye a rs (n = 13)


















a ConA-aCtiv atedspper natantSfro m childre n ofv a rio u s age w e r e obtain ed byin cubating
P B L(2×106/ml)with Con A for48 ho u rs. The s up pr es so r a cti vityof Co nA･aCtiv ated
Super n at ntS W a Sdeter mined byinhibition ofthe ge n e r atio n of Ig･P C in P W M･Stim u-
1atedc ultu re s ofadultP B L. Co nA･ a Ctiv atedsuper n at nts w er e added to c ultu r es
C O ntaining u n related adultP B L(1×106/ml)atafinal dilut o n of l:8with P W M. T he
re sultofe a chs upe r n at nts a mple w a s e xpr es seda sthe m e a n s up pr e ssio n obtain ed
fr o m e xpe rim e nts u slngtW O Sepa r ate adultP B L
b Pe rc e nts uppr es sio n w a s c al ulated asdes cribed a sdes cribed inMaie rklね a nd Me
･
才如(お .
e P v alu e s w er e obtain ed byStudent
't te stc om paredtothe adultc ontrol.
d N . Sリ nO Signi丘c a ntdiffe re n c e､
Table VI. P W M･indu cible sup pre ss o r a ctivityo nP W M･indu c ed Bc ell diffe re ntia-
tio nin c ulture supernata nts of lym pho cyte sfr o m childre n ofv a rio u s age sa
Age of do n or % Sup pre ssio nb Pv alu e sc
co rd blo od (n
= 6)
3-11m o nths (n
= 3)













〇 Cultu r e s upe rn at nts w er e obtained byin c ubatingP B L(3×106/ml)from children of
V ario u s ages with P W M fo r24hr, T he s up pr e sor a ctlVlty ln C ulture s upe rn at nts
W a Sdete r min ed byinhibitio n ofthe ge n er ation of Ig-PCin P W M･Stim ulatedc ultu r es
Ofadulf P B L. Cultur e super natants were addedt8 C ultu r es c o ntai lng u nrelated adult




he re su比 of e a ch s upern ata nt
S ample e xpr ess ed asthe m e a n sup pre ssio n obtaln ed fr o m expe rl m e ntS uSlng tW O
S epa r ate adultP B L.
b Pe rc e ntsup pr e ssio n w a s c a c u r ated a sde sc ribed inMateYid 企a nd Methods.
C P v alu e s w erobtain ed byStude nt
'
ite st c o mpar edto the adultc o ntrol.
d N.S. , nO Signi丘c antdifferenc e.
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～ 3 才で は な お成人 に 比 して 有意に 低か っ た . しか し ,
4才あ る い は そ れ以 上 の 小児で は殆 ど成人の レ ベ ル に
達す る こ と が判明 し た .
5. P W M刺激リ ン パ 球培養上溝 の も つ B 細 胞 分化
抑制活性の 月令推移
各月令の /ト児 より 得た P W M刺激 リ ン パ 球培養上清
に み ら れ る抑制活性 は , P W Mで 誘導さ れ る成人 P B L
の Ig産生細胞 へ の 分化 に 対す る抑制度 で 評価 した . 得
られ た 各々 の 培養上浦 は成人未分画 リ ン パ 球 に 最終濃
度1:2と な る よ う に 添加 し , P W Mの 存在下 で 培養 し
た . 各試料上清の 抑制度 は , 異 な る 2人 の 成人 の 末分
画 リ ン パ 球 を 用い て そ の 平均抑制度 で 示 し た . 表 6 に
示 し た如く , 塀帯 血よ り得 た PW M 刺激 リ ン パ 球培養
上宿の 抑制度は平均で 58.6 ± 6.7 %と成 人 よ り 得 た
も の ( 平均抑制度1 4.7 ± 8.7 %)に 比 べ て 著し く 高値
で あ っ た . こ の よう な抑制活性 は年令と共に 次第に 滅
弱 し , 4才 あ る い は それ 以 上の 小児で は殆 ど消失 した .
考 案
者者は他の 研究者た ちが 観察 し た よ う に 6 冊 , Co n
A で 刺 激 し た 成 人 丁 細胞 を 添加す る こ と に よ り
P W Mに よ っ て 誘導 され る成人 P BLの Ig 産生細胞 へ
の 分化が 著明に 抑制さ れ ,Co n A で 刺激 し て な い T 細
胞 を加え た 場合 は抑制が み ら れ な い こ と を確 か め た .
一 方 , 肪帯血お よ び新生児の T 細胞 は , Co n A で 刺激
し よ う と し ま い と , そ れ を添加する こ とに よ り 成人 B
細胞 の Ig 産生細胞 へ の 分化は 著明に 抑制さ れ た . 以 前
の 研究 にお い て , 新生児の T 細胞を P W M存在下で 成
人未分画リ ン パ 球 に 添 加 し て 混 合培 養 し た 場合 .
P W Mに よ り誘導 され る成人 B細胞分化が抑制さ れ る
こ と が 知ら れ て い る 川卜 2 ‖. した が っ て . 新生児 お よ び
乳児の Co n A 刺激 丁 細胞を成人未分画 リ ン パ 球 に 添
加 して 混合培養 し た場合の 抑制機能 は P W M存在下 で
培養 した場合に み ら れ る T 細胞の 抑制機能 に 妨 げ ら
れ て t 真 に Con A で 誘導 され る抑制機能 を評価す る こ
とが 出来な い .
Pie r c eら1 0) 32)は tCo n A で 刺激 し た マ ウ ス T 細胞 の
培 養 上 清 中 に は s oluble im m u n e r e spons e
s up pr e s s o r(SI R S)と 呼ば れ る 因子 が含ま れ て お り ,
こ れ が 拍=扉わ Ⅶ で 抗体産生 を非特異的に抑制 す･る こ
と を 示し た . 一 方 , 成人 P B Lあ る い は 肺細胞の 培養上
宿中 に も SI R S様 の 因子 が 含 ま れ て お り , そ れ が
P W Mあ る い は No c a rdia w ate r s oluble mitoge n
に よ り誘導 され る B 細胞分化を抑制す る . 故 に こ の 研
究 で は , P W M に よ り誘導さ れ る成人 B細胞の Ig 産生
細胞 へ の 分化 に 対す る Co n A 刺激 リ ン パ 球 培養上浦
保
の 抑制活性を比較す る こ と に より , 臍帯血 , 各月 令の
小児お よ び成人 に お い て Co n A で 誘導さ れ る サ ブ レ
ッ サ ー 細胞機能 の 解析 を試 みた .
成人 P B L を Co n A と共 に 48時間培養 し て 得 ら れ
た 培養上清 を a utologo u sな 成 人 P B Lに 添 加 し,
P W Mの 存在下 で 培養 す る と .P W Mに よ り誘導さ れ る
成人 B細胞 の Ig 産生細胞 へ の 分化 は著明 に 抑制 さ れ
た . 回収 さ れ た細胞 に お け る Co n A 刺激 リ ン パ 球培養
上清の 細胞障害性 は微弱 で あ る の で , 培養上病中に 見
出さ れ た こ の 抑 制活性 は反応す る B 細胞 に 対 す る 非
特異的 な細胞障害性 に よ る も の で は な い . 成人に おけ
る こ の Co n A 刺 激リ ン パ 球 培養上帝 の 抑制活性 は , 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 主 な 3 つ の ク ラ ス , す な わ ち
IgG,IgM お よ び IgA の Ig 産生細胞 へ の 分 化 に 対 し
て 同程度 に み られ る . しか も , こ れ らの 培 養上清は ,
a utologo u sな 系で み られ た と 同様 に alloge n eic な
成 人 P B Lの Ig 産生細胞 へ の 分化 も抑制 し た . 一 方 ,成
人よ り得 た 対照 上 宿に は い ず れ も こ の よ う な抑制活性
は認 め られ な か っ た . 特徴的 な こ と に , 成人 より 得ら
れ た Co n A 刺激 リ ン パ 球培養上清中 にみ ら れ た こ の
よ う な抑制活性 と は対照 的 に , Co n A で 刺激 され た臍
帯血リ ン パ 球の 培養上帝 に は , P W Mに よ り誘導 さ れ
る成人 B細胞 の Ig 産生細胞 へ の 分化 に 対 す る 抑制 は
は とん ど認 め ら れ なか っ た . Co n A 刺激 リ ン パ 球培養
上浦 に み ら れ る こ の よ う な抑制活性 は年令と共に 増強
す るが , 1 ～ 3 才の 幼 児 で は 依然 と し て 弱 く , 4 才ある
い は そ れ以 上 の 年令で は と ん ど 成人の レ ベ ル に 達 する
こ とが わ か っ た . P hytohe rn ag glutinin と 同様に Con
A に よ る リ ン パ 球の 幼 君化反 応 は臍帯血や新生児 に お
い て も十 分発達 して い る ら しく 計引3 射, 著者 も臍帯血 お
よ び幼児の リ ン パ 球の Co n A に よ る幼若化 反 応 が成
人 P B Lに 比 べ て 決 して 低 く な い こ とを 確 か め て い る .
こ れ らの 実験結果 に よ り , 臍帯血お よ び乳幼 児 に お い
て は . B 細胞分化 に 対 す る Co n A で 誘導 さ れ る T 細
胞の サ ブ レ ッ サ ー 細胞 へ の 分化能が相対的に 欠‡員して
い る と考 え ら れ , Co n A で 誘導 さ れ る抑制機能 が成人
の レ ベ ル に ま で 達 す る に は 生後 か な り の 時間を要 する
と思 わ れ る .
臍帯血 丁 細胞 は P W M存在下で 成 人 末分画 リ ン パ
球 に 添加 して 混合培養す ると , PW Mで 誘導さ れ る 成
人 B細胞の Ig 産生細胞 へ の 分化を 抑制す る . 以 前 の
研究 に お い て M iya w aki ら1 6)は , T 細胞の 抑制機能が
P W Mの 系で の 成人 P B L との 混合培養 で 評価す る と ,
妨帯血の み な らず 乳児 期 を通 じて 認 め ら れ る こ と を示
した . こ の よう な T 細胞 の 抑制機能 は年令が進む に 従
い 減弱 し ,2 ～ 3 才で 消失す る . しか も Naga oki ら
2 2l
,
Co nA お よ び P W M刺激
Miya w aki ら
2 3>は臍帯血 丁細胞を加 え る こ と に よ っ
て お こ る B 細胞分化の 抑制が , か な り の 部分 P W M刺
激後の 臍帯血 丁細胞に より 分泌さ れ る 液性 因子 を介
し て い る こ と を 示し た . こ の P W M刺激 に よ り折帯血
丁細胞培養上宿中に 分泌 さ れ る液性因子 は , 透析操作
に より はば 完全に 除去さ れ , 単球 あ る い は マ ク ロ フ ァ
ー ジと の 共同作用を介 し て P W Mに よ り 誘導 さ れ る
B細胞分化を抑制す る
2 3)
. し か も こ こ で は , P B L を
P W M存在下で 24時間培養し , そ の 培養上浦 を用 い て
成人 B 細胞分化に 対す る こ の よ う な 抑制活性 が 年令
と共に 滅弱 し , や はり 4 才あ る い は そ れ以後 に は消失
す る こ と を 明 らか に し た .
Tadaku m aら3 5}は , Co nA 刺激 マ ウ ス T 細 胞 の 産
生物で あ る SIR S が分子量48000- 67000の 物質 で 一
非透析性で あ る と 報告 し て い る . 著者 の 予備実験 に お
い て も , Co nA 刺激成人リ ン パ 球培養上清申に み られ
る抑制活性 は透析操作に よ り滅弱 し なか っ た . し たが
っ て , P W M刺激に よ り 分泌さ れ る抑制性液性因子 は
Co nA で 刺激さ れ た T 細胞の 産物 と分子量 の 点 で 明
らか に 異な る もの と考 え られ る .
こ の よ う に 新生児お よ び乳幼児の T 細胞 の 抑制機
能は , 年 令と 共に 滅弱 す る P W Mで 誘導 され る抑制機
能と ,逆 に 年令と 共に 増強す る Co n A で 誘導 され る抑
制機能 の 両者に よ っ て 調節 さ れ て い る と考え られ , こ
の こ と は小児期に お け る と 卜 丁 細胞の 1 つ の 特 異 な
性質と思 わ れ る .
最近 Reinhe r zら3 6)3 7)は , Co n A が T H2
+
お よ び
T H2-T 細胞 の 両方共 に 幼若化反応を お こ さ せ る が ,
T王i2
+T 細胞 の み が リ ン パ 球混合培養 に お い て 反 応 す
る細胞 を抑制す る こ と を示 し た . さ らに , T H2
十
丁 細胞
サ ブセ ッ ト は主 な免疫応答 に お い て サ ブ レ ッ サ ー 細胞
を含ん で お り . 一 方 , T H2て 細胞サ ブ セ ッ ト は細胞障
害性 丁細胞 の 分化 や B細胞 の 増殖お よ び 分化 に 対 す
る ヘ ル パ ー 細胞 を含ん で い る こ と を 示 した3 B}. しか し .
乳幼児期 に お け る Co n A で 誘導さ れ る サ ブ レ ッ サ ー
細胞機能 の 欠如が , Reinhe r zら3 61¶38)が 考え た よ う に
ある T 細胞 サ ブ セ ッ ト の 減少 に よる の か ど う か は 明
らか で な く
, 今後 さ ら に 検討を 要す る と 思 わ れ る .
結 論
臍帯血 . 健康 な/ト児 お よ び成人の P B Lを Co n A と
共に 48時間 , あ る い は P W M と共に 2 4時間培養し ,
その 培養上 浦 (Co n Å 刺激 リ ン パ 球培 養上清 お よ び
P W M刺激 リ ン パ 球培養上浦)を得た . こ の 研 究で は ,
こ の 培養上 宿 を成人未分画 リ ン パ 球 に 添 加 して P W M
存在下 で 培養 す る こ と に より , Co n A 刺激 リ ン パ 球培
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養上浦の B細胞分化抑制活性を明 ら か に す る と と も
に
,
/ト児期 に お け る こ の 抑制徳性の 推移 を P W M刺激
リ ン パ 球培養上清の も つ B 細胞分化抑制活性 と比較
検討 し , 以 下の 成績 を得 た .
成 人よ り得 た Co n A 刺 激 リ ン パ 球 培養上清 は ,
a utologo u s同様 allogeneic な 成人 PB Lに 対 し て も
P W Mに よ り誘導さ れ るIg 産生細胞 へ の 分 化 を 著明
に 抑制し た . し か も こ の 抑制 は , 主な 3 つ の ク ラ ス の
Ig産 生細胞 へ の 分化 に 対 し て も全く 同等 に 認 め ら れ
た . 一 方 , 臍帯血 お よ び新生児 より 得た Co n A 刺激リ
ン パ 球培養上溝 に見出さ れ る成人 B細胞 の Ig 産 生細
胞 へ の 別 ヒに 対 す る抑制活性 は非常 に 弱 く , こ の 抑制
活性 は年令 と共 に 増強す る よう だ っ た . しか し ,3 才台
で は依然 と し て 有意 に 弱く , 4才あ る い はそれ 以上 で
成人の レ ベ ル に 達 し た . こ れ と は逆 に ,P W M刺激 リ ン
パ 球培養上清 に み られ る成人 B細胞 の Ig 産生細胞 へ
の 分化 に 対す る抑制活性 は臍帯血 お よ び 新生児 で 強
く , 成 人で は殆 ど認 め られ な か っ た . こ の 臍帯血 で 強
く認 め られ る抑制活性 は年令と共に 減弱 し, 4才 あ る
い は そ れ以 後 に 消失 し た .
以 上 よ り小児期 にお い て は t こ の 相互 的な 2 つ の 抑
制機能 が種 々 の 免疫応答の 調節 に 重要 な役割 を果 し て
い る と考え られ , ヒ ト T 細胞の 成熟過程に お け る特異
性を示すも の と思わ れ る .
稿を終 る に あたり , 終始御懇篤な る 御指導 と御校閲を賜 っ
た恩 師谷 口昂教授 に心か ら感謝の 意を表し ます . ま た . 快く
肪帯血 の 御提供 を頂 い た聖霊病院産科大下睦郎先生に謝 意を
表 し , 多大 な御協 力を頂 い た 小児科免疫 グ ル ー プ 諸先生 . な
らび に教室諸 兄に感謝 い た し ます ,
な お
, 本論文 の 要 旨の 一 部 は ∴第8 回日本臨床免疫学 会総
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Re cipro cal Changes h StlppreSS OrActivi
ty o nB Ceu Differentiatio n竺tw ee n誓0竺Ca n聖賢
A.Indu;ible and Pi)ke w ed M itoge n･ h du cib亘e Hu n1 0rai LympJ10Cyte 『a ctorsdll 血g C 姐占
Gro wdl M in oruKubo, Departm e nt of Pediatrics, Scho ol of Mediche, Ka n az aw a
University,
K an aZa W a920,Japan. J. Ju ze nMed. So c･ ,89, 7 88
- 79 8(1 980)･
A bstmct It is w eu kn o w nthat hu m a n adult lym phocyte s are activated by c o n c an va血 A
(Con A)to m a nife stsup pres s or fun ctio nin vitr o･ Cord Tc ell is alsokn ow nto sup pre shu m an B
cell differentiation in the poke weed mitogen (PW M)syste m ･ On e of these sup pr ess o r m e cha
-
nis m s on B ceu diffe re ntiatio n has be e n sho wn to be m ediated t hr o ugh t
he s ec r etio n ofsoluble
sup pressorfa cto rsfr o mstim ulated T lym phocyt
e s
･
T he pres e nt w ork w asinte nded to elucid
ate the changing pattem s ofsup pr es so r activity o nB
c ell diffe rentiation in Con A -Stim ulated andP W M
-Stim ulated lymphocyte cultu r e supe rn at nts as
a functio n of age. Ceu-fre ec ulture su pernata ntS W e re Obtained by incu
bating pe riphe r al blood
lymphocytes(P B L)fro m c ord b lo od, healt hy ch ndr en and adults withmitoge nic dos es of Con A
fo r4 8 hr or PW Mfor2 4 hr. Each stim ulated c ultu r esupern atant W a S ad ded to t he P W M
-Stimu -
1ated c ulture system of adult P B La nd its sup pr e ss or a ctivity w as e v alu
ated as a redu ctio nin the
gen eration of im munoglobu 血
一Pr Odu cing c ells(Ig-p C) by co mpa 血 g with that in the contr oI
cultu reco ntain hg n o n stim ulated lym pho cyte supe r nata nts･
Con A -a Ct主v ated lym phocyte supernatantS fr o m adults
exerted m a rked sup pressio n o nt he
ge n e r ation of Ig
-P C in alloge neic as weu a s a utologous P B L in respo n s eto P W M･ Su ch sup
-
pre s sion ap peared to be equally effe ctiv e o nthe ge n eratio n o
fIgJPc of thre e m ajo r cla se s,1gG,
IgM and IgA. But Con A
- a Ctivated lymphocyte s upe r nata nts from c o rd blo od and n e wborn
infantS Show ed only a negligible sup pression o nB c ell differ e ntiatiQn ･ Co nA -inducible hu m o ral
s uppress or activity fr om P B Lappe ar ed to in c r e a s
e gr adu ally withadv a n cing age a nd re a ched
ap proxim ately to the adult le v el by 4 ye ars of age o rlater･ On t he c o ntra
ry･ C ultu resupe r
-
natants with PW M fro m co rd blood lympho cyte s could m a rkedly s up press the ge n eratio n of
IgJ
,
C in respo n s eto P W M･ But the PWM
-indu cible suppr e so ra ctivity in c ultu r es upe r nata nts
gr adu a11yde c r e ased withadv an Cingage and disap pea r ed by 4y
ea r s ofage orlate r･
T heser esults sug gestthat age
-related re ciprocal changes betw e e nCon A
-inducible a nd P W M-
indu cible hu m o ralsup pr esso r a ctivity of lym pho cyte s s e e mto cha r a cte riz e a u niqu epr ope rty
of
peripheral blood T lym phocyte sin the de v elopm e ntal period of hu m a nu fe a nd m ay pl
ay an
im portant r ole in m odulatingt heim m un oglobulin synthesizing ab ility o v a rio us stim uli in the
ea rly pe riod oflife .
